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Vorrichtung und Verfahren zur simultanen Durchftihrung 
von Blutgruppenbestimmung, 
Serumgegenprobe und Antikorpersuch-Test 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fur Lateral-Diagonal-Fluss Multiparame- 
ter Tests, insbesondere auf den Gebieten der Immunhamatologie und der Infekti- 
onsserologie, zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen meh- 
rerer Analyten in einer flttssigen Probe, umfassend eine Membran mit einer Auf- 
gabezone zum Auftragen der flttssigen Probe, mindestens zwei Indikatorzonen, 
die mit dem/den Analyten in Wechselwirkung treten konnen und mindestens ei- 
nem Absorptionsbereich, welcher die Flttssigkeit nach Passieren der Indikatorzo- 
nen aufiiimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone und einem 
Absorptionsbereich liegen, dadurch gekennzeichnet, dass die FheBrichtungen von 
der Aufgabezone durch die jeweiUgen Indikatorzonen zu einem Absorptionsbe- 
reich (FlieBspuren) im WesentUchen paraUel sind und mindestens zwei unter- 
schiedliche FlieBspuren vorliegen. 

Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten in 
einer flttssigen Probe, umfassend das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone 
einer Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung, wobei diese Probe in ausrei- 
chender Menge vorliegt, urn die Probenfltissigkeit dazu zu veranlassen, in Rich- 
tung Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen zu flieBen und urn die Analyten 
oder ihre Derivate in der Probenfltissigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikator- 
zonen einen Komplex zu bilden, insbesondere zur simultanen Bestimmung von 
zellularen und plasmatischen Parametern, vorzugsweise zur simultanen Durchfuh- 
rung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikfirper- 
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such-Test sowie zur simultanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und 
Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologischer Marker sowie zur 
simultanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung von 
Antikorpern, die gegen andere Blutzellen als Erythrozyten gerichtet sind, insbe- 
sondere anti-Thrombozyten und anti-Lymphozyten Antik8rper. 



Urn Komplikationsrisiken z. B. bei einer Transfusion, insbesondere Blutgruppe- 
nunvertragUchkeiten, viralen und/oder bakteriellen Kontaminationen, vorzubeu- 
gen, werden bekanntermaBen verschiedene Labortests am Spender- und Patien- 
tenblut vorgenommen zur Bereitstellung von Komponenten, die mit dem Rezi- 
pienten blutgruppenserologisch kompatibel sind und frei von bekannten iibertrag- 
baren Pathogenen sind. Die jeweiligen serologischen Tests beinhalten in der Regel 
die Blutgmppenbestimmung beim Spender und Empfanger, insbesondere von 
Blutgruppen der Blutgruppensysteme ABO, Rh und Kell, Serumgegenprobe beim 
Spender und Empfanger, Antikorpersuche nach irregularen Antik6rpern, beim 
Spender und Empfanger sowie Antikorperidentifizierung beim Empfanger bei 
Vorliegen irregularer Antik6rper. Der Nachweis von Antikerpern gegen Throm- 
bozyten und/oder Lymphozyten wird im Zusammenhang mit Transfusionen und 
Transplantationen ebenfalls durchgefuhrt. 
20 Infektionsserologische Tests am Spender umfassen bekanntermaBen die routine- 
maBige Bestimmung von Antikerpern insbesondere gegen HIV-1, HTV-2, gegen 
HCV, gegen Treponema pallidum (Syphilis) sowie die Bestimmung des Hepatitis 
B Oberflachen- Antigens (= HbsAg: Hepatitis surface Antigen). 



In der blutgruppenserologischen Diagnostik werden allgemein Parameter nachge- 
wiesen, die besonders im Zusammenhang mit Transfusionen bzw. dem Morbus 
Hamolyticus Neonatorum (Mhn) von Bedeutung sind. Dabei handelt es sich unter 
anderem urn den Nachweis von Antigenen auf der Oberflache der Erythrozyten, 
die fur die Blutgruppen charakteristisch sind (Blutgruppenbestimmung). Weitere 
wichtige Antigensysteme befinden sich auch auf Thrombozyten, Granulozyten, 
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Lymphozyten, die ebenfalls bei Transfusion und Transplantation eine Rolle spie- 
len. Bei Thrombozyten-und Granulozyten-Antigenungleichheit zwischen Mutter 
und Fotus kann es zu Mhn vergleichbaren Krankheitsbildern am Neugeborenen 
kommen. Ferner handelt es sich um den Nachweis von regularen Blutgruppen- 
5 Antikorpern (Isoagglutinine) und urn den Nachweis von irregularen Blutgruppen- 
Antikorpern im Serum oder Plasma. 

Die Isoagglutinine oder regularen Antikorper werden von alien Menschen friih- 
zeitig nach der Geburt erworben und korrespondieren zur jeweiligen Blutgruppe 

10 des ABO-Systems. Sie sind gegen diejenigen Blutgruppenantigene A bzw. B, die 
dem Individuum selbst fehlen, gerichtet, d. h. Personen mit Blutgruppe A haben 
anti-B, Personen mit Blutgruppe B haben anti-A, Personen mit Blutgruppe 0 ha- 
ben anti-A und anti-B; Personen mit Blutgruppe AB haben keine Isoagglutinine. 
Die regularen Antikorper werden auch „komplett" genannt, weil sie Erythrozyten 

15 im NaCl-Milieu direkt agglutinieren konnen. 

Die irregularen- oder Alloantikorper werden im Gegensatz zu den Isoagglutininen 
durch spatere linmunisierungen erworben, v. a. durch Transfusion oder Schwan- 
gerschaft. Deshalb haben die meisten Menschen keine irregularen Blutgruppenan- 
tikSrper. Die transfusionsrelevanten irregularen Antikorper sind in der Regel 

20 warmereaktiv und gehoren iiberwiegend der IgG-Klasse an. Sie sind im Gegensatz 
zu den regularen AntikSrpern im NaCl-Milieu nicht in der Lage, Erythrozyten 
direkt zu agglutinieren. 

BekanntermaBen werden zur Blutgruppenbestimmxmg die Erythrozyten der zu 
25 testenden Person (Spender oder Empfanger) mit Reagenzien, welche blutgruppen- 
spezifische Antikorper enthalten, zusammengebracht. tJblicherweise handelt es 
sich urn Fltissigkeitstests, bei denen durch Mischen einer Erythrozyten-haltigen 
Probe mit einer Probe, welche Antikorper enthalt, die gegen ein bestimmtes Blut- 
gruppenmerkmal gerichtet sind, ein Testansatz hergestellt wird. Der Testansatz 
30 wird dann uber einen definierten Zeitraum und unter definierten Bedingungen 
inkubiert und nach Abschluss der Inkubation oder direkt oder nach einem Zentri- 
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fugationsschritt entweder visuell oder mit optischen Methoden auf eine eventuelle 
Agglutination oder Adsorption der Erythrozyten uberpruft. Die vorherrschende 
Endpunktmessung in der Blutgruppenserologie ist nach wie vor die Hamaggluti- 
nation Fur jede zu bestimmende Blutgruppe muss ein eigener Ansatz pipettiert 
5 werden, d. h. z. B. die Bestimmung der 9 wichtigsten Blutgruppen A, B, D, C, c, 
E, e, Cw und K erfordert ohne Kontrolle 9 getrennte Ansatze. 

Fur die Serumgegenprobe werden bekanntermaBen Zellreagenzien mit bekannter 
ABO-Blutgruppe (Al, A2, B, 0) verwendet, welche mit dem Serum oder Plasma 
10 der zu testenden Person inkubiert werden. Nach einem Zentrifugationsschritt wird 
visuell bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der 
Erythrozyten hin uberpruft. Ftir eine Serumgegenprobe mit den 4 genannten Test- 
zellen mussen herkommlicherweise 4 Ansatze pipettiert werden. 

15 Fflr die Suche nach irregularen Antikdrpem werden bekanntermaBen Panel beste- 
hend aus normalerweise 2 oder 3 Blutgruppe 0-Zellen verwendet, deren kombi- 
niertes Antigenprofil die wichtigsten Antigene, insbesondere der Blutgruppensy- 
steme Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, P, Lewis, Lutheran enthalt. Das Zellreagenz 
wird mit dem Serum oder Plasma der zu testenden Person zusammengebracht, 

20 inkubiert und nach einem Zentrifugationsschritt visuell bzw. mit optischen Me- 
thoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythrozyten uberpruft. Fur die Be- 
stimmung einer Patientenprobe mfissen 2 bis 3 Ansatze pipettiert werden. 

Fur die Identifikation der irregularen Antik6rper, die in der Regel nach einem po- 
25 sitiven Antikorper-Suchtest erfolgt, werden Panel bestehend aus bis zu 16 Blut- 
gruppe 0-Zellen verwendet, deren Antigenprofile die wichtigsten Antigene, insbe- 
sondere der Blutgruppensysteme Rh, Kell^ Duffy, Kidd, MNS, P, Lewis, Luthe- 
ran, in genau abgestimmter Weise abdecken. Das Zellreagenz wird mit dem Se- 
rum oder Plasma der zu testenden Person zusammengebracht, inkubiert und visu- 
30 ell bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythro- 
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zyten UberprUft. Fur die Bestimmung einer Patientenprobe mOssen bis zu 16 An- 
satze pipettiert werden. 

Da die meisten transfusionsrelevanten irregularen Antikdrper vom IgG-Typ und 
deshalb inkomplett sind, miissen die fiir die AntikSrpersuche und-identifikation 
5 bescbriebenen Reaktionen in der Regel verstarkt werden, um den Endpunkt Ha- 
magglutination nachweisen zu kfinnen. Gebrauchlichstes Reagenz ist hierbei ein 
polyklonales anti-Humanglobulin-Antikarperreagenz, dem haufig anti- 
Komplement Antik6rper zugesetzt sind (typischerweise anti-C3d und/oder anti- 
C3b). 

10 

Eine gebrauchliche Methode zum Nachweis von Tbrombozyten-AntikSrpern ist 
der sogenannte MAIPA-Test (Monoclonal Antibody Immobilisation of Platelet 
Antigenes). Hierbei werden Test-Thrombozyten mit dem zu testenden Serum in- 
kubiert. Nach einem Waschschritt wird mit einem monoklonalen z. B. Maus- 

15 AntikQrper, der fur ein bestimmtes Thrombozyten-Glykoprotein spezifisch ist, 
inkubiert. Die Thrombozyten werden daraufbin lysiert und das verdiinnte Lysat 
wird in ein mit z. B. Ziege anti-Maus AntikSrpern beschichtetes ReaktionsgefkB 
einer Mikrotiterplatte gegeben. Der Ziege anti-Maus Antikorper bindet den Maus- 
Antikorper und den daran befindUchen Thrombozytenglykoprotein- 

20 Humanantikdrper-Komplex. Der humane Antikorper wird durch Zugabe eines 
Enzym konjugierten Ziege anti-human IgG nachgewiesen. 

Mit herkdmmlichen diagnostischen Tests konnen nur entweder zellulare oder 
plasmatische Parameter bestimmt werden. Zur Bestimmung von Blutbestandteilen 
25 mfissen grundsStzlich zuvor Zellen und Plasma getrennt werden. 



Lateral-Fluss-Tests finden heute vielfach Anwendung als Schnelltests, z. B. als 
Schwangerschaftstests, zur Bestimmung von Infektionsmarkern oder als Drogen- 
screen. Eine Lateral-Fluss-Test Anordnung besteht bekanntermafien aus einem 
festen Trager, auf dem eine Aufgabezone fur die zu untersuchende Probe aufge- 
bracht ist, eine Trennmembran, auf der Bindungselemente, z. B. FangerantikSrper 
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bzw. -antigene gebunden sind und auf der sich Bindungsreaktionen nachweisen 
lassen und ein saugfahiger Absoiptionsbereich, der die zu untersuchende Probe 
linear durch die Trennmembran fliefien lasst. 

Testmembranen herkommlicher Lateral-Fluss-Tests werden in der Regel mit 
5 chromatographie-Shnlicher Auftrennung beschrieben. Der Analyt in der Probe 
bindet spezifisch an die in einer Membran befestigten Bindungselemente, die in 
der Regel in hintereinanderliegenden bzw. ttbereinanderstehenden Banden ange- 
ordnet als Indikatorzonen vorliegen. Der Bindungskomplex wird durch Indikator- 
partikel sichtbar gemacht, welche in der Regel in einem Konjugat-Freisetzungs- 
10 Pad eingetrocknet in der Anordnung bereits vorliegen. Das Konjugat- 
Freisetzungs-Pad ist zwischen Aufgabezone und Membran angebracht. Die vorbe- 
schichteten farbigen Indikatorpartikel sind beispielsweise mit einem gegen den 
gesuchten Analyten gerichteten Antikcfrper beschichtet. 

Das ubliche Lateral-Fluss-Test-Format ist das eines sogenannten „Sandwich- 
15 Assays", bei dem sowohl die Indikatorzone als auch die Indikatorpartikel mit ge- 
gen den gesuchten Analyten gerichteten Liganden, normalerweise ein Antikor- 
pern, belegt sind. Dabei ist der Ligand (Bindungselement) an die Membran im- 
mobilisiert. Das Detektor-Reagenz, normalerweise ein Antikorper, welcher an 
gefarbte Polystyrolpartikel oder kolloidale Metalle gebunden ist, ist im Konjugat- 
20 Freisetzungs-Pad auswaschbar deponiert. Dieser Bindungskomplex dient als Ihdi- 
katorpartikel. Nach Auflragen der zu untersuchenden Probe benetzt diese sehr 
schnell das Konjugat-Freisetzungs-Pad, wodurch die Indikatorpartikel mobilisiert 
werden. Die Indikatorpartikel migrieren mit der Fliissigkeitsfront entlang der po- 
rosen Membran. Ein in der Probe befindlicher Analyt wird durch den Antikorper, 
25 der an das Indikatorpartikel gekoppelt ist, gebunden. Wenn die Probe die Indika- 
torzone passiert, wird der Analyt/Indikatorpartikel-Komplex in der Indikatorzone 
durch Reaktion des Analyten mit dem in der Indikatorzone gebundenen Antikor- 
per immobilisiert, was zu einem sichtbaren Signal fuhrt. 

Ein weiteres bekanntes Testformat fUr kleine Analyten mit nur einer einzigen an- 
30 tigenen Determinante, die nicht gleichzeitig zwei Antikorper binden kann, ist der 
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sogenannte „Kompetitions-Assay". Das an die Indikatorpartikel gebundene De- 
tektor-Reagenz ist normalerweise eint dem Analyten identisches oder analoges 
Molekul. Die Indikatoipartikel sind im Konjugat-Freisetzungs-Pad deponiert. Die 
Indikatorpartikel migrieren mit der Fliissigkeitsfront entlang der porosen Mem- 
5 bran. Wenn die Probe, die Analyt enthalt, und die Indikatorpartikel (die effektiv 
ebenfalls Analyt enthalten) die Indikatorzone passieren, bindet ein Teil der Ana- 
lytmolektile in der Probe und ein Teil der Indikatorpartikel. Je mehr Analyt sich in 
der Probe befindet, umso effektiver wird er mit der Bindung der Indikatorpartikel 
kompetieren, umso schwacher wird das Signal. 

10 

BekanntermaBen sind diese Indikatorpartikel tiberwiegend aus kolloidalem Gold 
oder aus Polystyrol, die mit dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt und 
beschichtet werden. In den typischen Lateral-Fluss-Tests Formaten werden die 
Analyten indirekt bestimmt. Unter direkter Bestimmung eines Analyten wird hier 

15 verstanden, dass der Analyt bereits an das Indikatorpartikel (z. B. Erythrozyt) na- 
turlich gebunden ist. In dem gebrSuenlicheren Fall der indirekten Bestimmung des 
Analyten enthalt die zu testende Probe in der Regel eine nicht zellular gebundene, 
z. B. plasmatische Komponente als Analyten und es werden neben der zu testen- 
den Probe zwei Reagenz-Komponenten benStigt, namlich Indikatorpartikel und 

20 Bindungselement. Bei der indirekten Bestimmung bindet der Analyt zunachst an 
die aus dem Konjugat-Freisetzungs-Pad herausgel6sten Indikator-Partikel, bevor 
dieser Komplex dann durch eine zweite Reaktion mit dem Bindungselement in 
den Indikatorzonen immobilisiert wird. 

25 Bei der Verwendung herkernmlicher Lateral-Fluss-Tests mit Erythrozyten als 
Indikatorpartikeln, die die zu bestimmenden Analyten, beispielsweise Blutgrup- 
pen-spezifische Antigene, gebunden haben, werden bislang in den Indikatorzonen 
AntikQrper gegen korrespondierende Blutgruppenantigene als Bindungselemente 
in hintereinanderliegenden bzw. ttbereinanderstehenden Banden nur einer FlieB- 

30 spur angeordnet, wie zum Beispiel anti-A, anti-B gegen die Blutgruppen-Antigene 
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A bzw. B oder Antikorper gegen Antigene des Rh Blutgruppensystems. Dabei 
weisea herkommliche Lateral-Fluss-Tests den Nachteil auf, dass die an die Anti- 
korper gebundenen Erythrozyten eine Flussbarriere fur die weiter zu untersuchen- 
den Analyte, beispielsweise weitere Zell-assoziierte Antigene, in einer Probe bil- 

5 den. Durch Agglutination oder Adsorption von Zellen in einer proximal zur Auf- 
gabezone liegenden Bande von Bindungselementen konnen sich weitere Analy- 
ten, insbesondere Zellen bzw. Zellfragmente, in der zu untersuchenden Probe 
nicht weiter ungehemmt und sichtbar auftrennen und konnen folglich nicht ein- 
deutig bzw. vollstandig nachgewiesen werden. Dies kann z. B, bei einer Person, 

10 die Blutgruppe AB Rh D positiv ist, zu einer Abschwachung bzw. Eliminierung 
der B- und der D-Bande ftihren, was zu einer Fehlinterpretation im Sinne von 
Blutgruppe A Rh negativ fiihren konnte. Bislang konnten deshalb speziell in der 
blutgruppenserologischen Diagnostik keine Lateral-Fluss-Test mit mehr als einer 
Indikatorzone angewendet werden. Fiir die Messung mehrerer, insbesondere zel- 

15 lularer und plasmatischer Blutgruppenparameter mtlssen bislang Einzelparameter- 
Tests separat durchgefuhrt werden. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die im Hinblick auf den Stand der Technik ange- 
ftihrten Nachteile, insbesondere die der hintereinanderliegenden bzw. xiberlagem- 
20 den Indikator- bzw. Nachweiszonen herkOmmlicher Lateral-Fluss-Tests, fur eine 
gleichzeitige Messung verschiedener Proben-Parameter, insbesondere von zellula- 
ren und plasmatischen Parametern, zu uberwinden. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost zum einen durch eine Vorrichtung zum 
25 gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen eines oder mehrerer 
Analyten in einer flussigen Probe oder mehrerer flussiger Proben, die eine Mem- 
bran umfasst mit einer Aufgabezone zum Auftragen der flussigen Probe, minde- 
stens zwei Indikatorzonen, die mit den/dem Analyten bzw. mit denen Analyten in 
Wechselwirkung treten konnen und mindestens einem Absorptionsbereich, wel- 
30 cher die Fliissigkeit nach Passieren der Indikatorzonen aufhimmt, wobei die Indi- 
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katorzonen zwischen der Aufgabezone und einem Absorptionsbereich liegen, da- 
durch gekennzeichnet, dass die FlieBrichtungen von der Aufgabezone durch die 
jeweiligen Indikatorzonen zu einem Absorptionsbereich, welche Fliefispuren dar- 
stellen, im Wesentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschiedliche 
5 Fliefispuren vorliegen. 

Die Indikatorzonen der erfindungsgemafien Vorrichtung befinden sich auf der 
Membran und umfassen Bindungselemente, die die zu bestimmenden Analyte in 
der Probe abfangen bzw. binden. In den Indikatorzonen werden die Bindungsre- 

10 aktionen zwischen Analyt und Bindungselement nachgewiesen. Als besonders 
bevorzugte Bindungselemente werden Antikorper bzw. Antikorperfragmente, 
Lektine bzw. Fragmente davon, Antigene bzw. Antigen-Epitope und/oder Zellen 
bzw. Zellfragmente an der porosen Membran angebracht. Die Indikatorzonen um- 
fassen vorzugsweise jeweils ein Bindungselement gegen einen zu untersuchenden 

15 Analyten. 

In einer Ausfiihrungsform der Erfindung sind die Indikatorzonen so angeordnet, 
dass die Probenfliissigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone durch- 
stromt. Beispielhaft sind die Indikatorzonen versetzt auf der Membran angeord- 

20 net. Die Anordnung der Indikatorzonen ist dabei vorzugsweise in einer von pro- 
ximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe ausgestaltet. Be- 
sondere Ausfuhrungsformen sind V-formig, W-, M-, oder N-formig oder umge- 
kehrt V-formig, W-, M-, oder N-formig ausgestaltet. In einer weiteren Ausfiih- 
rungsform sind die Indikatorzonen parallel nebeneinander versetzt in einer linea- 

25 ren Reihe angeordnet. 

Die Einfuhrung versetzter Indikatorzonen macht eine Multiparametertestung mit 
Erythrozyten als Indikatorpartikeln in einer lateralen Anordnung erst moglich. Die 
besonders bevorzugte Ausfiihrungsform einer diagonalen Anordnung hat den 
Vorteil, dass die Bezeichnung der Ergebnisse besonders praktisch imd leicht ab- 

30 lesbar auf die erfindungsgemaBe Anordnung aufgebracht werden kann, da jeder 
nachzuweisende Parameter eine defmierte X- und Y-Position aufweist, betrachtet 
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man die Anordnung der erfindungsgemafien Vorrichtung als ein Koordinatensy- 
stem mit Ordinate (Ebene der FlieBrichtung) und Abszisse (Ebene der Auftrags- 
zone). 

5 In einer weiteren Ausruhrungsform der Erfindung sind mehr als eine solche Reihe 
von Indikatorzonen, vorzugsweise jeweils von proximal nach distal oder umge- 
kehrt diagonal verlaufend, oder beispielsweise auch V-fbrmig, W-, M-, oder N- 
formig oder umgekehrt V-fdrmig, W-, M-, oder N-formig verlaufend, in Fliefi- 
richtung hintereinander und/oder seitlich versetzt angeordnet und die Indikatorzo- 
10 nen der verschiedenen Reihen entweder zueinander auf Lucke angeordnet, so dass 
die Probenfltissigkeit pro Fliefispur nicht mehr als eine Indikatorzone durchstromt, 
oder zueinander nicht auf Lucke angeordnet, so dass die Probenfltissigkeit pro 
Fliefispur mehr als eine Indikatorzone durchstromt. 

Mehr als eine solche Reihe von Indikatorzonen, beispielsweise zwei Reihen von 

15 Indikatorzonen, mit unterschiedlicher Distanz zur Aufgabezone sind insbesondere 
dann vorteilhaft, wenn aus einer Vollblutprobe zellulSre und plasmatische Para- 
meter bestimmt werden sollen. In einer Ausffihrungsform, beispielhaft in einem 
Testansatz mit Vollblut als Probe, werden die Bindungselemente so gewahlt, dass 
die im Plasma enthaltenen Analyten, zum Beispiel jede Art von Antikorpern, die 

20 durch die Vorrichtung von der Aufgabezone zum Absorptionsbereich durch die 
Indikatorzonen fliefien, in der proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von 
Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Die Bindungselemente zum 
Nachweis der zelluiar gebundenen Analyten, beispielsweise erythrozytare Antige- 
ne, werden dagegen so gewahlt, dass diese in der distal zur Aufgabezone ange- 

25 ordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Bei dieser 
bevorzugten Ausffihrungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den 
Erythrozyten weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem 
Gold oder Polystyrol, gearbeitet. Diese Lidikatorpartikel werden insbesondere 
eingesetzt, urn nicht erythrozytar gebundene Analyten, beispielsweise frei im 

30 Plasma vorkommende Antikorper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone 
sichtbar zu machen. Werden beispielhaft zwei Arten von Indikatorpartikeln ver- 
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wendet, wovon eine nicht Erythrozyten sind, kSnnen die Indikatorzonen der bei- 
den Reihen zueinander nicht auf Liicke bzw. in einer FlieBspur hintereinander 
angeordnet sein. Vorteilhafl ist hierbei die Anordnung, bei der die aus dem Plas- 
ma nachgewiesenen Analyten in den proximalen Indikatorzonen nachgewiesen 

5 werden und bei der die Erythrozyten-gebundenen Analyten in den distalen Indi- 
katorzonen nachgewiesen werden. Eine AusfTihrungsform der Erfindung nut mehr 
als einer, wie vorbeschriebenen Reihe von Indikatorzonen, von denen die Bin- 
dungselemente jeder Reihe mit Erythrozyten als Indikatorpartikel reagieren bzw. 
binden, sind die Reihen von Indikatorzonen zueinander auf Ltlcke bzw. in einer 

10 FlieBspur nicht hintereinander angeordnet. 

Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbeson- 
dere fur die blutgruppenserologische Diagnostik, bereitgestellt, mit dem Erythro- 
zyten als Indikatorpartikel verwendet werden und in einem Testansatz gleichzeitig 

15 mehrere zellulare Parameter, insbesondere erythrozytare Antigene bzw. Antigen- 
Epitope, plasmatische Parameter und/oder Blutzelleigenschaften, insbesondere 
aus Vollblutbestandteilen, pro zu untersuchender Probe bestimmt werden kSnnen. 
Des weiteren wird damit ein moglichst einfach herzustellendes und einfach, ins- 
besondere mit wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu handha- 

20 bendes und kostengunstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig ver- 
schiedene zellulare Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe oder 
mehrerer zu untersuchender Proben bestimmt werden konnen. 

Diese Vorteile bietet die erfindungsgemaBe Vorrichtung auf jedem medizinisch- 
diagnostischen Gebiet, bei dem gleichzeitig verschiedene zellulare Parameter und 

25 plasmatische Parameter bestimmt werden sollen, insbesondere auch auf dem Ge- 
biet der Blutgruppen- und Infektionsserologie, insbesondere fur jegliche Diagno- 
stik im Rahmen der Transfusionsmedizin, z. B. zur simultanen Durchfuhrung von 
Blutgnippenbestimmung, wobei insbesondere Erythrozyten-gebundene Antigene 
bzw. Antigen-Epitope bestimmt werden, und Serumgegenprobe, wobei insbeson- 

30 dere regulare AntikSrper (Isoagglutinine) bestimmt werden, und/oder AntikSrper- 
such-Test, wobei insbesondere irregulare Antikorper bestimmt werden, sowie zur 
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simultanen Durchftihrung von Blutgrappenbestimmung und Bestimmung transfu- 
sionsrelevanter infektionsserologischer Marker, beispielhaft Antikorper gegen 
HTV-1, HIV-2, HCV, Treponema pallidum, sowie das Oberflachen-Antigen des 
Hepatitis B Virus (HbsAg), sowie zur simultanen Durchfuhrung von Blutgrup- 
penbestimmung und Bestimmung von Antikorpem gegen andere Blutzellen als 
Erythrozyten, insbesondere anti-thrombozytare und anti-lymphozytare Antikor- 
per. 

Hierzu kann antikoaguliertes oder natives Vollblut verwendet werden, bei dem 
vor der Bestimmung nicht in aufwendiger Weise Erythrozyten und Serum- bzw. 
Plasma-Fraktion von einander separiert werden mttssen. Die Bestimmung kann in 
einem manuellen Format erfolgen, das komplett ohne Gerate (inklusive elektri- 
schen Strom) auskommt. 



In einer bevorzugten AusfUhrungsform der erfindungsgemSBen Vorrichtung urn- 
fassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone angeord- 
neten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. AntikSrperfragmente und/oder 
Lektine bzw. Fragmente davon, die die zu bestimmenden Blutgruppenantigene 
aller denkbaren Blutgruppensysteme und damit die sie tragenden Zellen in der 
Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden Antikor- 
per bzw. Antik6rperfragmente und/oder Lektine bzw. Fragmente davon gegen 
Antigene oder Antigen-Epitope, insbesondere der Blutgruppensysteme ABO, Rh 
und Kell, beispielhaft anti-A, anti-B, anti-D und anti-K, in den Indikatorzonen an 
der porosen Membran, vorzugsweise in einer distal zu anderen Lidikatorzonenrei- 
hen angeordneten Reihe, angebracht. 

Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor- 
zugsweise in einer distal zu alien iibrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen 
Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll- 
Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erytbrozyten-Antik6rper. 
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Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Voirichtung umfasst 
in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe 
von Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope, die regulare AntikSrper in 
der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden dafiir 
Al, A2, B, 0 Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, beispielsweise Erythro- 
zytenmembranen von Erythrozyten definierter Blutgruppen (Al, A2, B, 0) oder 
synthetisch hergestellte Blutgruppensubstanzen, an der porosen Membran ange- 
bracht. Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzo- 
nen, vorzugsweise in einer distal zu alien ilbrigen Indikatorzonen dieser Reihe 
gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (KontroUe = ctl) ange- 
bracht, das den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. 
Das Kontroll-Bindungselement ist vorzugsweise ein anti-IgG Antikorper. 

Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung kann in 
einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von 
Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope umfassen, die irregulare Antikor- 
per bzw. Fragmente davon in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte 
Bindungselemente werden dafiir die Zellmembranen verschiedener Blutgruppe 0 
Erythrozyten-Praperationen, deren kombiniertes Antigenprofil diejenigen Antige- 
ne abdeckt, die gegen die wichtigsten Transfusions-relevanten irregularen Anti- 
korper gerichtet sind, an der porSsen Membran angebracht. Vorzugsweise wird in 
einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal 
zu alien ilbrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone, ein Kon- 
troll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das den Durchfluss der Probe 
durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-Bindungselement ist vor- 
zugsweise ein anti-IgG AntikSrper. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung umfassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabe- 
zone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. Antikorperfrag- 
mente und/oder Lektine bzw. Fragmente davon, die die bei der Blutgruppenbe- 
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stimmung zu bestimmenden Blutgruppenantigene und damit die sie tragenden 
Zellen in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente 
werden AntikQrper bzw. AntikQrperfragmente und/oder Lektine bzw. Fragmente 
davon gegen Antigene oder Antigen-Epitope des ABO-Blutgruppensystems, bei- 
5 spielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indikatorzonen an der porosen 
Membran, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone und zu anderen Indika- 
torzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 

Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor- 
zugsweise in einer distal zu alien ubrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen 
10 Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll- 
Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-Antik6rper. 

Diese bevorzugte Ausftthrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfasst 
15 in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe 
von Indikatorzonen Thrombozyten- und/oder Lymphozytenmembranen bzw. 
Membranbestandteile als Bindungselemente zum Nachweis von anti- 
thrombozytaren/lymphozytaren Antikorpem. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung umfassen die Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabe- 
zone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antik6rper bzw. Antikorperfrag- 
mente und/oder Lektine bzw. Fragmente davon, die die bei der Blutgruppenbe- 
stimmung zu bestimmenden Blutgruppenantigene und damit die sie tragenden 
Zellen in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente 
werden Antikorper bzw. Antikorperfragmente und/oder Lektine bzw. Fragmente 
davon gegen Antigene oder Antigen-Epitope des ABO-Blutgruppensystems, bei- 
spielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indikatorzonen an der porosen 
Membran, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone und zu anderen Indika- 
torzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 
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Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vor- 
zugsweise in einer distal zu alien tibrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen 
Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll- 
Bindungselement ist vorzugsweise ein polyklonaler anti-Erythrozyten-Antik8rper. 

Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaOen Vorrichtung umfasst 
in einer weiteren, vorzugsweise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe 
von Indikatorzonen Bindungselemente zum Nachweis von infektiosen Agenzien, 
insbesondere synthetisch hergestellte Peptide oder mit rekombinanten DNA- 
Methoden exprimierte rekombinante Antigene, die diagnostisch bedeutsame Se- 
quenzen von Oberflachenproteinen der jeweiligen Marker umfassen (Antik6rper- 
Nachweis), oder Antikorper, welche gegen (Oberflachen-)Proteine infekti5ser 
Agenzien gerichtet sind (Antigen-Nachweis). 



Eine weitere bevorzugte AusfUbrungsfonn der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
umfasst eine in der Mitte der Membran angeordnete Aufgabezone und zwei Ab- 
sorptionsbereiche und zwei jeweils zwischen Aufgabezone und einem Absorpti- 
onsbereich angeordnete Indikatorzonenbereiche, so dass die Probe bidirektional 
von der Aufgabezone zu den Absorptionsbereichen fliefit. 

Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung muss flir die gleichzeitige Bestimmung 
von zellularen und plasmatischen Parametern aus einer Probe nicht mehr fur jede 
einzelne Bestimmung separat pipettiert werden, sondern an einer Probe konnen 
gleichzeitig samtliche gewflnschten Parameter bestimmt werden, insbesondere bei 
der simultanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe 
und/oder Antikorpersuch-Test sowie bei der simultanen Durchfuhrung von Blut- 
gruppenbestimmung und Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologi- 
scher Marker, wobei die Blutgruppenbestimmung mit dem Nachweis jeglicher 
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infektionsserologoischer Marker kombiniert werden kann, sowie bei der simulta- 
nen Durchfiihrung von Blutgrappenbestimmung und Bestimmung von Antikor. 
pern gegen andere Blutzellen als Erythrozyten, insbesondere anti-Thrombozyten 
und anti-Lymphozyten Antikoiper. 

Dies stellt eine auBerordentliche Rationalisierung der Arbeitsablaufe dar. Neben 
dem Vorteil der Simultanbestiininung vieler serologischer Parameter ist bier der 
praktisch vollstandige Wegfall der Probenvorbereitung im Vergleich zu her- 
kommlichen Tests zu nennen. Auch die Ablesung der in diagonaler Anordnung 
dargestellten Ergebnisse ist wesentUch giinstiger. So lassen sich in der erfin- 
dungsgemafien Vorrichtung beispielsweise Blutgruppen-, insbesondere ABO- 
Eigenschaften und Serumgegenprobe und AntikQrpersuch-Test, oder Blutgrup- 
pen-, insbesondere ABO-Eigenschaften und andere immunhamatologische Para- 
meter, insbesondere anti-thrombozytare und/oder anti-lymphozytare Antikorper 
bzw. Fragmente davon, oder Blutgruppen-, insbesondere ABO-Eigenschaften und 
infektionsserologische Marker, insbesondere AntikSrper gegen bakterielle 
und/oder virale Agenzien bzw. Fragmente davon oder virale oder bakterielle An- 
tigene bzw. -Epitope in einer Vorrichtung nebeneinander bestimmen und ablesen. 
Das zweidimensionale, flachige Ergebnis sowie der stabile Endpunkt der Reaktion 
begttnstigen sowohl die Ablesung mit dem bloBen Auge als auch eine automati- 
sierte Ablesung der Ergebnisse mit gangigen Bildanalyseverfahren, wie z. B. 
CCD-Kameras. Der Arbeitsaufwand ist vermindert, selbst bei manueller Abar- 
beitung. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ftihrt zudem zu einer Reduktion der 
Umweltbelastung und zu kostengilnstigen Effekten. Selbst in Notsituationen mit 
Zeitdruck kann in kurzer Zeit in einer einzigen Versuchsanordnung beispielsweise 
eine komplette ABO-Blutgmppenbestimmung mit Serumgegenprobe und Antikor- 
persuch-Test nach irregularen AntikSrpem durchgefiihrt werden, beispielsweise 
eine komplette ABO-Blutgruppenbestimmung mit infektionsserologischen Mar- 
ker-Bestimmung oder anti-ThrombozytenyLymphozyten Antik6rper-Bestimmung 
durchgefiihrt werden. 
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Produktionstechnisch hat der Lateral-Diagonal-Fluss-Aufbau wesentliche Vorteile 
gegemiber dem Stand der Technik, indem es zu einem erheblich geringeren Ver- 
brauch der verwendeten Reagenzien kommt und durch die Bereitstellung einer 
Vielzahl von Testparametern, welche bisher separat getestet werden mtissen, in 
5 einer einzigen Vorrichtung. 

Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbeson- 
dere fur die immunhamatologische und infektionsserologische Diagnostik, bereit- 
gestellt, mit dem in einem Testansatz gleichzeitig mehrere zellulare, insbesondere 

10 erythrozytare Antigene bzw. Antigen-Epitope, plasmatische Parameter und/oder 
Blutzelleigenschaflen, insbesondere aus Vollblutbestandteilen, pro zu untersu- 
chender Probe bestimmt werden konnen, wobei mindestens zwei Sorten von Indi- 
katorpartikeln, von denen mindestens eine Sorte Erythrozyten sind, verwendet 
werden. Des weiteren wird damit ein moglichst einfach herzustellendes und ein- 

15 fach, insbesondere mit wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu 
handhabendes und kostengiinstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig 
verschiedene zellulare Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe, 
insbesondere Blutgruppenmerkmale, Nachweis regularer und irregularer Antikor- 
per, Antikc5rper gegen Thrombozyten und/oder Lymphozyten und/oder infektions- 

20 serologischer Marker, insbesondere solcher mit transfusionsmedizinischer Rele- 
vanz, bestimmt werden konnen. 



Die Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist eine porOse Membran. Be- 
25 vorzugte Membran-Materialien sind beispielsweise Nitrozellulose (z. B. UniSart 
von Sartorius, HiFlow von Millipore, Whatman, AE99 bzw. FF85/100 von 
Schleicher & Schuell), Polyethylen {Lateral Flo von Porex Corporation) oder 
Nylon (Novylon von CUNO). Vorzugsweise weist die Membran eine moglichst 
groBe PorengroBe auf, da eine hohe Porositat der Membran das Eindringen insbe- 
30 sondere von zellularen Komponenten der zu bestimmenden Probe, z. B. von 
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Erythrozyten, in die porQse Struktur begiinstigt. Von besonderem Vorteil ist der 
Einsatz aufiiehmender Membranen. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist jedoch 
nicht auf diese Eigenschaften beschrankt. Bevorzugt werden alle Membranen mit 
einer hohen kapillaren Flussrate (Capillary Speed), wobei die kapillare Flussrate 
5 die Zeit ist, die eine Farbl6sung braucht, um 40 mm auf einer gegebenen Mem- 
bran zuriickzulegen. Besonders bevorzugt sind Membranen, deren kapillare Fluss- 
rate < 100 ist. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist in FlieBrichtung hinter 
10 der Aufgabezone der erfindungsgemaBen Vorrichtung und vor den Indikatorzonen 
auf der porosen Membran ein Dichtelement angeordnet. Zur Anwendung kommen 
zwei- oder dreidimensionale Dichtelemente, die auf der porSsen Membran plat- 
ziert werden und mit denen eine von der ubrigen Flache der porosen Membran 
separierte Probenauftragszone geschaffen wird. Das Dichtelement hat erfindungs- 
15 gemaS primar die Wirkung einer Flussigkeitsbarriere und erlaubt die gerichtete 
Verteilung von Probenflttssigkeit und Testreagenzien in die porSse Membran. 
Weiterhin dichtet das Dichtelement erfindungsgemaB die Probenauftragszone ab 
zur Verhinderung eines unerwiinschten Flussigkeitsubertritts in die anderen Be- 
reiche der Lateral-Fluss-Vorrichtungsanordnvmg. 

20 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen des Dichtelementes sind die Steg- oder Trog- 
bzw. Trichter-Form. Die Ausformung des Dichtelementes erfolgt durch Schneide- 
prozesse aus dem zur Herstellung des Dichtelementes verwendeten Material, hn 
Fall der Trichter- bzw. Trogform erhalt das Dichtelement eine innere Ofmung, 
25 deren bevorzugte Ausfuhrungsvarianten runde, quadratische oder rechteckige, im 
Fall der Trichterform sich zur Unterseite (Membrankontaktseite) des Dichtele- 
mentes verjtingende Formen sind. 

Bevorzugte Materialien fiir das Dichtelement sind Materialien, die nicht wasser- 
aufhehmend (hydrophob) sind. In einer besonderen Ausfuhrungsform sind die 
30 Materialien einseitig mit einem Klebstofffilm, beispielsweise einem drucksensiti- 
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ven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet. Somit kann das Dichtele- 
ment direkt auf die Oberflache der porflsen Membran geklebt werden. Alternativ 
kann das Dichtelement mit dem Lateral-Fluss-Gehause verbunden, beispielsweise 
verklebt sein, wobei in dieser Ausfuhrungsfonn das Lateral-Fluss-Gehause das 
Dichtelement auf die Oberflache der porSsen Membran drttckt und damit die 
Funktionen des Dichtelementes erzielt werden. 

Bevorzugte Materialien fur die Ausbildung von zweidimensionalen Dichtele- 
menten sind jede Form von Klebebandern oder Klebefolien (z. B. Tesa 4124 von 
Beiersdorf AG, ARcare 7815 von Adhesives Research). 

Bevorzugte Materialien fiir die Ausbildung von dreidimensionalen Dichtelemen- 
ten sind flexible, geschlossenporige Elastomermaterialien oder flexible Silikon- 
materialien mit unterschiedlichen Materialstarken, vorzugsweise 3-5 mm (z. B. 
Zellkautschuk EPDM140 von Pitzner, Silikonkautschuk oder Vollkautschuk, 
Harte 40° oder weniger, von Castan). 

Durch diese erfindungsgemafle Ausgestaltung ist die erfindungsgemaBe Vorrich- 
tung in der Lage, fltissige Proben, die Zellen enthalten, wie beispielsweise Voll- 
blut, aufzunehmen, ohne die Zellen dabei abzufiltern. Weiterhin erlaubt das 
Dichtelement das Auftragen groBer Probenvolumina auf die porose Membran 
(Aufgabezone), ohne dass diese aberschwemmt wird. Somit unterstfltzt das Dich- 
telement die Nutzung der aumehmenden Eigenschaften der por6sen Membran. 
Weiter garantiert das Dichtelement einen gerichteten Probenfluss. Die erfln- 
dungsgemaBe Vorrichtung kann jedoch mit oder ohne Dichtelement gut funktio- 
nieren. 



Fiir den Absorptionsbereich (Absorptions-Pad) der erfindungsgemaBen Vorrich- 
tung werden mechanisch stabile MateriaUen bevorzugt, vorzugsweise mit Was- 
serabsorptionskapazitaten von 20-30 g/100 cm 2 (z. B. Wicking Papier, Typ 300, 
Schleicher und Schull). Der Kontakt zwischen dem Absorptions-Pad und der La- 
teral Fluss-Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird durch Andruck 
und ttberlappung mit der porSsen Membran hergestellt. Die genaue Positionie- 
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rung des Absorptions-Pads auf der Membran wird durch Verkleben des Absorpti- 
ons-Pads mit der, die Lateral Fluss-Membran tragenden Tragerschicht (backing 
sheet), erzielt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die Komponenten der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung zum Zwecke der mechanischen Verstarkung auf eine Unterlage 
bzw. Tragerschicht aufgebracht. Die erfindungsgemafie Vorrichtung kann jedoch 
mit oder ohne Tragerschicht funktionieren. Bevorzugt werden mechanisch stabile 
und nicht wasseraumehmende Materialien, vorzugsweise mit Materialstarken von 
100 urn oder mehr, die ein- oder zweiseitig mit einem Klebstofffilm, z. B. einem 
drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet sind (z.B. 
0.005" Polyester W/ GL-187, G & L). Auf der Tragerschicht werden die porose 
Membran und das Absorptions-Pad fixiert. Im Fall der doppelseitig klebenden 
Tragerschicht wird die klebende zweite Seite zur Fixierung des Stapels auf weite- 
ren FlSchen, z. B. innerhalb der Lateral-Fluss-Gehause, eingesetzt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung, entwe- 
der mit oder ohne Tragerschicht, auf der die Komponenten der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung aufgebracht sind, in einem Gehause integriert, wodurch die 
Membran-Komponenten aneinander gedruckt werden und das Gehause die Dich- 
telementfunktion unterstUtzt. Dabei kann die erfindungsgemaBe Vorrichtung je- 
doch mit oder ohne Gehause genauso gut funktionieren. 



25 



30 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfmdungsgema- 
Ben Vorrichtung zur Analyse von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfuh- 
rung der Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper- 
such-Test und/oder zur simultanen Durchftlhrung der Blutgruppenbestimmung 
und des Nachweises von AntikQrpern gegen infektiose, insbesondere bakterielle 
und/oder virale Agenzien bzw. Fragmenten davon oder von Antigenen infektiSser 
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Agenzien und/oder zur simultanen Durchfiihrung der Blutgruppenbestimmung 
und des Nachweises von AntikiSrpem gegen andere Blutzellen als Erythrozyten, 
insbesondere anti-thrombozytarer oder anu-lymphozytarer Antikorper, bzw! 
Fragmenten davon. 



Die Aufgabe wird erfindungsgemafi gelost zum anderen durch ein Verfahren zur 
Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivaten in einer fliissigen Probe, 
welches das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone einer Membran der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung umfasst, wobei diese Probe in ausreichender Menge 
vorliegt, urn die Probenfltissigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptions- 
bereich durch die mdikatorzonen zu flieBen und urn die Analyten oder ihre Deri- 
vate in der Probenfltissigkeit dazu zu veranlassen, an die jeweiligen Indikatorzo- 
nen zu binden bzw. in den Indikatorzonen einen Komplex zu bilden. 

Eine besondere AusfUhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens fuhrt si- 
multan eine Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorper- 
such-Test durch. 

Beispielhaft wird Vollblut oder eine Verdttnnung davon auf die Aufgabezone der 
Vorrichtung aufgetragen. Alle Komponenten dringen, gefuhrt durch das Dichte- 
lement, in die porfise Membran ein und passieren bei der Migration in Richtung 
Absorptions-Pad zunachst den Indikatorzonenbereich fur die Serumgegenprobe, 
der Fragmente der Zellen Al, A2, B, 0 umfasst sowie die Kontroll-Indikatorzone 
mit anti-IgG/IgM. Die im Serum vorhandenen Isoagglutinine binden an die korre- 
spondierenden zeUular gebundenen Antigene. Serum-IgG bindet an das Kontroll- 
bindungselement(Serumgegenprobe-Sensibilisierung). 

Die zeUular gebundenen Antigene migrieren weiter in den distal zum Indikatorzo- 
nenbereich Serumgegenprobe angeordneten Indikatorzonenbereich fur die Blut- 
gruppenbestimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikorper gegen ein an- 
deres Blutgruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-AB) Die 
zur Aufgabezone distalste Indikatorzone dieses Bereichs hat beispielhaft polyklo- 
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nale anti-Erythrozyten-Antikorper als Bindungselement. In diesem Indikatorzo- 
nenbereich binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweili- 
gen Blutgruppenmerkmalen korrespondieren. An das Kontrollbindeelement bin- 
den Erythrozyten jedweder Blutgruppe (Blutgruppenbestirnmung). 
In einem folgenden Waschschritt wird ungebundenes Material aus der Membran 
ausgewaschen. Im nachfolgenden Detektionsschritt werden mit Hilfe von synthe- 
tischen Partikeln, welche mit anti-IgG/IgM bescbichtet sind, die an den Bindungs- 
elementen der proximalen Reihe von Indikatorzonen immobiliserten Isoagglutini- 
ne und Kontrollantikorper sichtbar gemacht (Serumgegenprobe-Detektion). 



Eine weitere besondere Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
fuhrt simultan eine Blutgruppenbestirnmung und eine Bestimmung von anti- 
Thrombozyten und/oder anti-Lymphozyten Antikorper bzw. Fragmenten davon 
15 durch. 

Beispielhaft umfassen fur die Bestimmung der anti-thrombozytaren Antikorper 
die Indikatorzonen im zur Aufgabezone proximalen Bereich Thrombozytenfrag- 
mente als Bindungselemente, an die -falls in der Probe vorhanden- im Serum ent- 
haltene anti-thrombozytare AntikSrper binden. Das ubrige Verfahren ist wie in der 
20 vorstehenden Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens beschrieben, 
insbesondere erfolgt die Blutgmppenbestirnmung wie dort beschrieben. 
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Eine weitere besondere Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
fuhrt simultan eine Blutgruppenbestirnmung und eine Bestimmung transfusions- 
relevanter infektionsserologischer Marker durch. 

Beispielhaft umfassen fur die Bestimmung von Infektionsmarkern die Indikator- 
zonen des ersten, proximalen Indikatorzonenbereichs als Bindungselemente syn- 
thetische Peptide und/oder rekombinante Proteine, die den Sequenzen von Protei- 
nen viraler oder bakterieller Agenzien entsprechen, (Bestimmung von Antikor- 
pem gegen Infektionsmarker, z. B. anti-HIV-1), sowie Antikdrper, die gegen 
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Proteine von Infektionsmarkern gerichtet sind (Bestimmung von Antigenen, z. B. 
HbsAg). Im Serum enthaltene Antikorper bzw. Antigene binden im ersten Schritt 
an die korrespondierenden Antigene bzw. Antikorper. Das tibrige Verfahren ist 
wie in der vorstehenden Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
beschrieben, insbesondere erfolgt die Blutgxuppenbestimmung wie dort beschrie- 

MAM 



Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren handelt es sich bei den zu bestimmenden 
Analyten insbesondere urn Blutgruppen-Antigene bzw. Antigen-Epitope, vor- 
zugsweise solche der Blutgruppensysteme ABO, Rh, Kell, urn gegen Blutgruppen- 
antigene oder -antigen-Epitope gerichtete AntikQrper bzw. Fragmente davon, vor- 
zugsweise regulare AntikSrper, irregulare Antikorper, urn Antikorper gegen in- 
fektiose Agenzien, urn (Oberflachen-)Antigene infektioser Agenzien und/oder urn 
anh-thrombozytare oder anti-lymphozytare Antik8rper bzw. Fragmente davon. 

Die zu untersuchende Probe, beispielsweise natives oder antikoaguliertes Vollblut 
oder Erythrozytenkonzentrate oder verdunnte Erythrozyten-Suspensionen, Blutbe- 
standteile oder Testflttssigkeiten, wie Kontrollserum oder Kontrollzellen, wird auf 
die Aufgabezone der erfindungsgemaBen Vorrichtung aufgetragen. Die in der 
Probe enthaltenen Erythrozyten, die den/die Analyten tragen, dienen gleichzeitig 
als Indikatorpartikel. 

Es werden insbesondere zwei Gruppen von Indikatorpartikeln verwendet. Die eine 
wird alleine durch Erythrozyten zum direkten Nachweis von Erythrozyten- 
gebundenen Analyten reprasentiert. Die andere Gmppe besteht aus Partikeln jeder 
denkbaren Art und Kombination, mit denen sich Bindungsreaktionen nachweisen 
lassen, vorzugsweise Partikel aus kolloidalem Gold oder aus Polystyrol. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform werden pro Testlauf verschiedene Indikatorpartikel 
verwendet, von denen mindestens eine Sorte Erythrozyten sind. 
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Im folgenden wird die Erfindvmg durch Figuren und Beispiele naher erlautert, 
ohne sie einzuschranken. Es zeigen: 

Fig. 1 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fttr 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stirmnung land Serumgegenprobe; 

Fig. 2 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 

Fig. 3 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stimmung und Serumgegenprobe, ausgefuhrt mit einem dreidimensionalen 
Dichtelement in Stegform; 

Fig. 4 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 

Fig. 5 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stimmung und Serumgegenprobe, ausgefuhrt mit einem dreidimensionalen 
Dichtelement in Trogform; 



Fig. 6 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfindungsgemaBen 
Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests; 
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Fig. 7 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stimmung, Serumgegenprobe und Antikdrpersuchtest fur Empfanger; 

Fig. 8 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stimmung, Serumgegenprobe und AntikQrpersuchtest bei Spendern; 

Fig. 9 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbe- 
stimmung und dem Nachweis von Infektionsmarkern; 

Fig. 10 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 
fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppen- 
bestimmung und dem Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytafe 
Antigene. 



In Fig. 1 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1, der porosen Membran 2, dem 
Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefUhrten Dich- 
telement 4. Dabei ist die porfise Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven 
Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions- 
Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit 
der porQsen Membran 2 ttberlappt. Das auf der Oberseite der porSsen Membran 2 
fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membranfla- 
che und ermSglicht die gerichtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testrea- 
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genzien in die porose Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich 
der pordsen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt stent, ist der 
Indikatorzonenbereich 6, angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in defi- 
nierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktfSrmigen Indikatorzonen I-IX 
gebildet, wobei die Indikatorzonen I-V den Indikatorzonenbereich Serumgegen- 
probe" und die Indikatorzonen VI-IX den Indikatorzonenbereich ,31utgruppenbe- 
stimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 

Indikatorzone Bindungselement Spezifikation " 

Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe 



I Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe Al 

n Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A2 

m Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe B 

W Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0 

V Antikorper Anti-human IgG/IgM 

Indikatorzonenbereich:Blutgruppenbestimmung 

VI AntikQrper Anti-A (monoklonal) 
Vn Antikorper Anti-B (monoklonal) 
Vm AntikSrper Anti-AB (monoklonal) 

IX Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 

Indikatorzone V ist die Kontrolle (ctl) fur die Serumgegenprobe und enthalt anti- 
human IgG/IgM AntikQrper. Indikatorzone DC ist die Kontrolle (ctl) fur die Blut- 
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grappenbestimmung und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten AntikSrper. Sie 
befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 

In Fig. 2 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungs- 
gemafien Vorrichtung flir Lateral-Fluss-Tests gezeigt, die aus den Komponenten 
Tragerschicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und Dichtelement 4 be- 
steht, welches die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membran separiert, die wieder- 
um den Indikatorzonenbereich 6, bestehend aus den Indikatorzonenbereichen 
„Serumgegenprobe« und „Blutgruppenbestimmung" mit den diagonal versetzt 
angeordneten Indikatorzonen I-IX enthalt. 

In Fig. 3 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
Blutgruppenbestinunung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1 
dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der porosen Mem- 
bran 2 fixierten, in dreidimensionaler Stegform ausgeflihrten Dichtelements 4. 

In Fig. 4 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 3 dargestellten erfindungs- 
gemaSen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Trager- 
schicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Steg- 
form ausgefuhrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend 
aus den Indikatorzonenbereichen ..Serumgegenprobe" und ,31utgruppenbestim- 
mung" mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-IX enthalt. 

In Fig. 5 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
mafien Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegenden Beispiel 
entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1 
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dargestellten Vorrichtung mit Ausnahme des auf der Oberseite der porosen Mem- 
bran 2 fixierten, in dreidimensionaler Trogform ausgefUbxten Dichtelements 4. 

In Fig. 6 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 5 dargestellten erfindungs- 
gemSBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests mit den Komponenten Trager- 
schicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler Trog- 
form ausgefuhrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend 
aus den Indikatorzonenbereichen „Serumgegenprobe" und ,3mtgruppenbestim- 
mung" mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen I-DC enthait. 

In Fig. 7 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
mSBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests ftir die simultane Durclunhrung von 
Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und AntikSrpersuchtest bei Empfan- 
gern gezeigt. Im vorhegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Trager- 
schicht 1, der porosen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimen- 
sionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porose Membran 
2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 
flxiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein 
Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porSsen Membran 2 iiberlappt. Das auf der 
Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabe- 
zone 5 von der ubrigen Membranflache und ermoglicht die gerichtete Verteilung 
von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die porose Membran 2. Zwischen der 
Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorpti- 
ons-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser 
wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, 
punktformigen Indikatorzonen I-XTI gebildet, wobei die Indikatorzonen I-Vm 
den Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuchtest" und die Indi- 
katorzonen DC-Xn den Indikatorzonenbereich „Blutgruppenbestimmung" umfas- 
sen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 
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Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 

todikatorzonenbereich:Serumgegenprobe/Antikdrpersuche 



I 


Eiythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe Al 


n 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe A2 


rn 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe B 


IV 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe 0 


V 
VI 

vn 
vm 


Erythrozyten-Ghosts 
Erythrozyten-Ghosts 
Erythrozyten-Ghosts 
Antikorper 


Suchzelle 1, Blutgruppe 0, 
Rh-FormelR^^ 

Suchzelle 2, Blutgruppe 0, 
Rh-Formel R 2 R 2 

Suchzelle 3, Blutgruppe 0 S 
Rh-Formel RiR x 

Anti-human IgG/IgM 



Indikatorzonenbereich: Blutgrupperibestimmung 



DC 

X 

XI 

xn 



Antikorper 
Antikorper 
Antikerper 
Antikorper 



Anti-A (monoklonal) 
Anti-B (monoklonal) 
Anti-AB (monoklonal) 
Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VHI ist die Kontrolle (ctl) fiir die Serumgegenprobe und Antikor- 
persuchtest und enthalt anti-human IgG/IgM AntikSiper. Indikatorzone XH ist die 
Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti- 
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Erythrozyten AntikSrper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ttbrigen In- 
dikatorzonen. 

In Fig. 8 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
5 Blutgmppenbestirrimung, Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest bei Blut- 
spendem gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tra- 
gerschicht 1, der porQsen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidi- 
mensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porose 
Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tra- 

10 gerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fi- 
xiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 tiber- 
lappt. Das auf der Oberseite der por6sen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 sepa- 
riert die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membranflache und erm6ghcht die ge- 
richtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die por6se Mem- 

15 bran 2, Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, 
der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 
angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y- 
Positionen angeordneten, punktfSrmigen Indikatorzonen I-X gebildet, wobei die 
Indikatorzonen I-VI den Indikatorzonenbereich „Serumgegenpro- 

20 be/Antik6rpersuchtest" und die Indikatorzonen VH-X den Indikatorzonenbereich 
.^lutgrappenbestimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungselementen 



bestehen: 



Indikatorzone Bindungselement 



Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe/Antikorpersuch 



I 



Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe Al 
Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A2 



II 
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ni 

IV 

v 

VI 



Erythrozyten-Ghosts 
Erythrozyten-Ghosts 
Erythrozyten-Ghosts 

Antikfirper 



Blutgruppe B 
Blutgruppe 0 

Blutgruppe 0, Pool der Suchzellen 
1, 2, 3 (siehe Beschreibung Fig. 8) 

Anti-human IgG/IgM 



Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 



vn 
vni 

IX 

X 



AntikSrper 
Antikerper 
Antikerper 
Antikerper 



Anti-A (monoklonal) 
Anti-B (monoklonal) 
Anti-AB (monoklonal) 
Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fur die Serumgegenprobe und Antikerper- 
suchtest und enthalt anti-human IgG/IgM Antikerper. Indikatorzone X ist die 
Kontrolle (ctl) fiir die Blutgmppenbestirnmung und enthalt polyklonale anti- 
Erythrozyten Antikerper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien tibrigen In- 
dikatorzonen. 



In Fig. 9 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
maBen Vorrichtung fttr Lateral-Fluss-Tests fiir die simultane Durclifiihrung von 
Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmarkern gezeigt. Im vor- 
liegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer TrSgerschicht 1, der poresen 
Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform 
ausgefiihrten Dichtelement 4. Dabei ist die porese Membran 2 auf der mit einem 
drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen TrSgerschicht 1 fixiert. Ebenso ist 
das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorp- 
tions-Pad 3 mit der por6sen Membran 2 iiberlappt. Das auf der Oberseite der po- 
resen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der 
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iibrigen Membranflache mid ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenfltis- 
sigkeit und Testreagenzien in die porose Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 
5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in 
Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus diago- 
nal versetzten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktfdrmigen 
Indikatorzonen I-XH gebildet, wobei die Indikatorzonen I-VI den Indikatorzonen- 
bereich „Nachweis von Infektionsmarkern" und die Indikatorzonen VH-XH den 
Indikatorzonenbereich ,31utgruppenbestimmung" umfassen und aus den folgen- 
den Bindungselementen bestehen: 

Indikatorzone Bindungselement Spezifikation ~ 



Indikatorzonenbereich: Nachweis von Infektionsmarkern 



I 


Synthetische Peptide 


HIV-1 (gp-14, gp-41) 


n 


Synthetische Peptide 


HIV-2 (gp-36) 


m 


Antikorper 


Anti-HBsAg (monoklonal) 


IV 


Rekombinantes Antigen 


HCV (C-100, C-200, C33c, C22) 


V 


Rekombinantes Antigen 


SyphiUs (TpN 15, TpN 17, TpN 






47) 


VI 


Antikorper 


Anti-human IgG/IgM 



Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 



VII 

VIII 

IX 



Antikorper 
Antikorper 
Antikorper 



Anti-A (monoklonal) 
Anti-B (monoklonal) 
Anti-AB (monoklonal) 



-33- 



Antikorper Anti-D (monoklonal) 

Antikorper Anti-CDE (monoklonal) 

Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fur die Bestimmung von Antikorpern ge- 
gen infektiose Agenzien und enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikator- 
zone XE ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt poly- 
klonale anti-Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien 
5 Ubrigen Indikatorzonen. 



X 
XI 

xn 



15 



In Fig. 10 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsge- 
mafien Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von 
Blutgruppenbestimmung und dem Nachweis von AntikQrpern gegen thrombozyta- 
re Antigene, gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer 
10 Tragerschicht 1, der porosen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zwei- 
dimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porose 
Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tra- 
gerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fi- 
xiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der por6sen Membran 2 ttber- 
lappt. Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 sepa- 
riert die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membranflache und ermoglicht die ge- 
richtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die porose Mem- 
bran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, 
der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 6 
angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y- 
Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen I-DC gebildet, wobei die 
Indikatorzonen I-m den Indikatorzonenbereich „Nachweis von AntikSrpern gegen 
thrombozytare Antigene" und die Indikatorzonen IV-DC den Indikatorzonenbe- 
reich ,31utgrappenbestirnmung" umfassen und aus den folgenden Bindungsele- 
25 menten bestehen: 



20 
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Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Nachweis von Antikdrpern gegen thrombozytare Antige- 
ne 



I 


Membranproteine 


Thrombozyten, HPA Ibb3aa5bb 


n 


Membranproteine 


Thrombozyten, HPA Iaa3bb5aa 


m 


Antikfirper 


Anti-human IgG/IgM 


Indikatorzonenbereich: Blutgruppetibestimmung 


IV 


Antikfirper 


Anti-A (monoklonal) 


V 


Antikfirper 


Anti-B (monoklonal) 


VI 


Antikfirper 


Anti-AB (monoklonal) 


vn 


Antikfirper 


Anti-D (monoklonal) 


vm 


Antikfirper 


Anti-CDE (monoklonal) 


DC 


Antikfirper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



Indikatorzone m ist die Kontrolle (ctl) fur den Nachweis von Antikfirpern gegen 
thrombozytare Antigene und enthalt anti-human IgG/IgM Antikfirper. Indikator- 
zone DC ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt poly- 
klonale anti-Erythrozyten Antikfirper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien 
Ubrigen Ihdikatorzonen. 



Bejspjele 
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Beispiel 1: Simultane Blutgruppenbestimmuug und Serumgegenprobe 
Herstellung der Teststreifen- 

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich 
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 
werden in Streifen auf eine GroBe von 15 mm x 35 mm (Breite/Lange; x/y) zu- 
rechtgescnnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) auf- 
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi- 
katorzonenbereiche „Serumgegenprobe« (proximal zur Aufgabezone angeordnet) 
und Blutgruppenbestimmung (distal zur Aufgabezone angeordnet) aufteilt, je 0,2 
Ml Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter Verwendung eines Dispen- 
sers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 

Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe« - Suspensionen von Erythrozyten- 
Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blutgruppe A2, Blutgruppe B und Blut- 
gruppe 0 (hergestellt aus Erythrozytenkonzentraten) sowie Anti-human IgG/IgM 
Antik6rper (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) 
als Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,31utgruppenbestimmung" - Anti-A Anti- 
korper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B AntikSrper - Klon ES-4 
(Serologicals, NCA0201); Anti-AB AntikOrper - Klone AB6, AB26, AB92 (Me- 
dion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antikorper (Rabbit IgG Fraction of 
anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches Serum- 
gegenprobe" startet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al in 
Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend 
in Abstanden von x=2,5 mm/ y=l,5 mm zur Position der Erythrozyten-Ghosts der 
Spezifikation Blutgruppe Al dispensiert. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1- 
0.5 %ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) 
Methanol, die anti-human IgG/IgM AntikSrper als 1:1 Gemisch in Konzentration 
von 50 ^g/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dis- 
pensiert. 
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Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,31ut- 
grappenbestimmung" startet mit dem Anti-A AntikSrper in Position x=3 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden von 
x=3 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikorpers dispensiert. Die Verdtin- 
5 nungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% 
(v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1:3, anti-B Antikorper 1:2, anti-AB 
AntikSrper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fiir 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschliefiend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
10 durchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran urn 3 mm iiberlappendes 15x15 mm grofies Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & Schull, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm ttber die gesamte 
Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

15 Testansatz : 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentUchen 
Test werden 100 *il unverdiinntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdunnungspuffer (En- 
UsstH, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdunntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 

20 malig mit 100 ul EnlisstH gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu entfemen. Im AnschluB werden 50 p.1 anti-IgG/AM konjugierte 
Goldpartikel (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdiinnt in TBS, 0,08 % Gelatine, 0,5 % Albumin auf 
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel konnen auch farbige, 100 

25 bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran- 
ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die 
Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 ul EnlisstH gewaschen. 

Ergebnis: 
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(a) Kontrollen: Der Test ist gtiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (mdikatorzone 
K, Indikatorzonenbereich ,31utgmppenbestimmung'') ein deutlich positives Si- 
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone V, 
Indikatorzonenbereich ..Serumgegenprobe") charakteristisch purpurn (Goldparti- 
kel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. 

fb) Testergebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo- 
nenbereich ,31utgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die fast weisse 
Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti- 
nine sind im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe" durch das charakteristi- 
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver- 
wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind 
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu 
erkennen. 



Beispiel 2: Simultane Blutgrappenbestinimung, Serumgegenprobe und Antikor- 
persuch-Test bei Empfangern 

Herstellung der Teststreifftn- 

Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich 
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 
werden in Streifen auf eine Gr66e von 20 mm x 35 mm (Breite/Lange; x/y) zu- 
rechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) auf- 
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi- 
katorzonenbereiche ..Serumgegenprobe/ Antikorpersuche" (proximal zur Aufga- 
bezone angeordnet) und ..Blutgruppenbestimmung" (distal zur Aufgabezone an- 
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geordnet) aufteilt, je 0,2 M l Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter 
Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 

Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuche« - Suspensionen von 
Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al, Blutgruppe A2, Blutgrup- 
pe B, Blutgruppe 0, Blutgruppe 0 Rh-Formel RiRi W (Suchzelle 1), Blutgruppe 0 
Rh-Formel R 2 R 2 (Suchzelle 2), Blutgruppe 0 Rh-Formel R X R, (Suchzelle 3), so- 
wie Anti-human IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, I- 
3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich ,31utgmppenbestimmung" - 
Anti-A Antik6rper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikorper - 
Klon ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper- (Klone AB6, AB26, 
AB92 (Medion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antikorper (Rabbit IgG 
Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Serum- 
gegenprobe" starlet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe Al in 
Position x=3 mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Spe- 
zifikation Blutgruppe A2, B, 0 folgt iterierend in Abstanden von x=2 mm/ y=l,5 
mm. Die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Suchzelle 1 erfolgt in Posi- 
tion x=ll mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts der Such- 
zellen 2 und 3 sowie des humanen IgG/IgM iterierend in Abstanden von x=2 mm/ 
y=l,5 mm. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspensionen 
in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human 
IgG/IgM Antikorper als 1:1 Gemisch in Konzentration von 50 ug/ml in 15 mM 
Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Blut- 
gruppenbestimmung" startet mit dem Anti-A Antikorper in Position x=4 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden von 
x=4 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikorpers dispensiert. Die Verdun- 
nungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% 
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(v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A AntikSrper 1:3, anti-B AntikSrper 1:2, anti-AB 
Antikorper 1:4, anti-RBC AntikSrper 1:3. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschliefiend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchfUhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran um 3 mm iiberlappendes 20x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & Schiill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm tiber die gesamte 
Membranbreite von der tibrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentlichen 
Test werden 120 pi unverdiinntes bzw. 1:3 oder 1:6 in Verdunnungspuffer (En- 
lisstH, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdilnntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 120 pi Enlisstn gewaschen, um ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu entfernen. Im AnschluB werden 75 pi anti-IgG/A/M konjugierte 
Goldpartikel (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt in TBS, 0,08 % Gealtine, 0,5 % Albumin auf 
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel k6nnen auch farbige, 100 
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran- 
ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die 
Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 120 pi Enlisstn gewaschen. 

Ereebnis: 

(a) Kontrollen: Der Test ist giiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone 
XH, Indikatorzonenbereich ,,Blutgmppenbestimmung ,{ ) ein deutlich positives Si- 
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone 
VIH, Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuche") charakteri- 
stisch pupum (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel 
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gefarbt ist. Die anti-IgG/IgM-Kontrolle muss in jedem Fall angefarbt sein, so dass 
bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irregularen Antikorper hat, die An- 
farbung dieser Indikatorzone bei volliger Abwesenheit anderer Signale im Indi- 
katorzonenbreich „Serumgegenprobe/Antikorpersuche" auf eine korrekte Test- 
durchruhrung verweist Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0) 
ist eine negative Kontrolle fur Isoagglutinine. Eine Anfarbung dieser Indikatorzo- 
ne bedeutet, dass neben Isoagglutininen auch irregulare Antikdrper vorhanden 
sein mttssen, d. h. dass mindestens eine der drei Ihdikatorzonen V, VI, VII eben- 
falls angefarbt sein muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungiiltig. 



(b) Testergebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blut- 
gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo- 
nenbereich ,31utgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die fast weisse 
Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti- 
nine sind im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe« durch das charakteristi- 
sche Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver- 
wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind 
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu 
erkennen. Bei Vorhandensein eines irregularen Antikorpers sind ein, zwei oder 
alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1, 2 oder 
3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angefarbt oder in der Farbe v 
der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar. 



Beispiel 3: Simultane Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikdr- 
persuch-Test fUr Spender 



Herstellung der Teststrflifen- 
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Der grundsatzliche Aufbau der Teststreifen entspricht dem Teststreifenaufbau in 
Beispiel 2. Das Format der Millipore HiFlow Plus 065 Membran betragt 15 mm x 
35 mm (Breite/Lange; x/y). Der Indikatorzonen des mdikatorzonenbereicb.es 
,,Blutgrappenbestimmung" entsprechen dem Beispiel 2. Im Indikatorzonenbereich 
,,Serumgegenprobe/Antik6rpersuche" werden je 0,2 ul Punkte der folgenden Bin- 
dungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) dis- 
pensiert: 

Suspensionen von Erythrozyten-Ghosts der Speziflkation Blutgruppe Al, Blut- 
gruppe A2, Blutgruppe B, Blutgruppe 0, Erythrozytenghosts aus einem Gemisch 
der Suchzellen 1-3 (siehe Beispiel 2), sowie Anti-human IgG/IgM (Goat anti hu- 
man IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als Kontrolle. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Serum- 
gegenprobe/Antikorpersuche" startet mit Erythrozyten-Ghosts der Speziflkation 
Blutgruppe Al in Position x=2,5 mm/ y=10 mm, die Positionierung der Erythro- 
zyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A2, B, 0 iterierend in Abstanden von 
x=2 mm/ y=l,5 mm. Die Positionierung der Erythrozyten-Ghosts des Gemisches 
der Suchzellen 1-3 erfolgt in Position x=10,5 mm/ y=13 mm, die des humanen 
IgG/IgM in Position x=12,5 mm/ y=14,5 mm. Die Erythrozyten-Ghosts werden 
als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kahumphosphatpuffer pH 7,5, 10% 
(v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikdrper als 1:1 Gemisch in Konzen- 
tration von 50 ug/ml in 15 mM Kahumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Metha- 
nol dispensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,31ut- 
gruppenbestimmung" startet mit dem Anti-A Antikorper in Position x=3 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches werden 
iterierend in Abstanden von x=3 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikor- 
pers dispensiert. Die Verdiinnungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kahump- 
hosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A AntikQrper 1:3, 
anti-B AntikCrper 1:2, anti-AB Antikorper 1:4, anti-RBC Antikorper 1:3. 
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Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran urn 3 mm uberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei- 
5 cher & Schfill, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm fiber die gesamte 
Membranbreite von der ilbrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

Der Testansatz entspricht dem Ansatz in Beispiel 1. 
10 Ergebnis: 

(a) Kontrollen: Der Test ist gfiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (mdikatorzone 
X, Indikatorzonenbereich ,31utgmppenbestimmung*0 ein deutlich positives Si- 
gnal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone VI, 
Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe/Antikorpersuche") charakteristisch 
pupum (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel ge- 
farbt ist. Die anti-IgG/IgM-Kontrolle muss in jedem Fall angefarbt sein, so dass 
bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irregularen Antikorper hat, die An- 
farbung dieser Indikatorzone bei volliger Abwesenheit anderer Signale im Indi- 
katorzonenbreich „Serumgegenprobe/Antik6rpersuche" auf eine korrekte Test- 
durchfUhrung verweist. Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0) 
ist eine negative Kontrolle. Eine Anfdrbung dieser Indikatorzone bedeutet, dass 
neben Isoagglutininen auch irregulare AntikSrper vorhanden sein mtissen, d. h. 
dass mindestens eine der drei Indikatorzonen V, VI, VH ebenfalls angefarbt sein 
muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungfiltig. 

25 (b) Testergebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiUgen Blut- 
gruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen im Indikatorzo- 
nenbereich ,31utgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die fast weisse 
Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoaggluti- 



15 



20 
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nine sind im Indikatorzonenbereich „Serumgegenprobe" dutch das charakteristi- 
sche Puipur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte oder in der Farbe der ver- 
wendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind 
keine sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu 
erkennen. Bei Vorhandensein eines irregularen Antikorpers sind ein, zwei oder 
alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1, 2 oder 
3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angefarbt oder in der Farbe 
der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar. 



Beispiel 4: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmar- 
kern 



Herstellung der Teststreifen: 



Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich 
und einem Absorptionsbereich. Membranen der Sorte MiUipore HiFlow Plus 065 
werden in Streifen auf eine GroBe von 15 mm x 35 mm (Breite/Lange; x/y) zu- 
rechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet z. B. von G&L) auf- 
geklebt. Diagonal versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indi- 
katorzonenbereiche „Nachweis von Infektionsmarkern" (proximal zur Aufgabe- 
zone angeordnet) und ,,Blutgmppenbestirnrnung" (distal zur Aufgabezone ange- 
ordnet) aufteilt, je 0,2 M l Punkte der verschiedenen Bindungselemente unter Ver- 
wendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 

Indikatorzonenbereich „Nachweis von Infektionsmarkern" - Losungen rekombi- 
nanter Antigene (Syphilis; TpN 15, TpN 17, TpN 47), synthetischer Peptide aus 
Sequenzen der Glykoproteine gp-14, gp-41 (HIV-1; HTV-O) und gp-36 (HIV-2), 
rekombinante HCV Antigene (C-100, C-200, C33c, C22), monoklonale AntikSr- 
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per (HBsAg) sowie Anti-human IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human 
IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich „Blutgruppen- 
bestimmung" - Anti-A Antik6rper - Klon Binna-1 (Serologicals, TU0105); Anti- 
B Antikorper - Klon ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikfirper - Klone 
AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); Anti-D Antikdrper - Klone 
LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti-CDE Antikorper - Klone MS-24/MS-201/MS 
80/MS-258 (Serologicals), Anti-Erythrozyten Antikfirper (Rabbit IgG Fraction of 
anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Nachweis 
von Infektionsmarkern" startet mit synthetischen Peptiden der Spezifitat HIV-1 
(gp-14, gp-41) in Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente 
werden iterierend in Abstanden von x=2 mm/ y=l,5 mm zur Position der Indika- 
torzone I dispensiert. Die Bindungselemente der Indikatorzonen I-V werden in 
geeigneten Konzentrationen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) 
Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikorper in einer Konzentration von 50 
Hg/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Blut- 
gruppenbestimmung" startet mit dem Anti-A Antikorper in Position x=2,5 mm/ 
y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches werden 
iterierend in Abstanden von x=2 mm/ y=l,5 mm zur Position des anti-A Antikor- 
pers dispensiert. Die VerdUnnungen der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliump- 
hosphatpuffer P H 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antik6rper 1:3, 
anti-B Antikerper 1:2, anti-AB AntikQrper 1:4, anti-RBC AntikSrper 1:3. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente filr 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchmhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran urn 3 mm tiberlappendes 15x15 mm grofies Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & ScMll, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
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mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm iiber die gesamte 
Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fiir den eigentHchen 
Test werden 100 pi unverdunntes bzw. 1:3 bzw. 1:6 in Verdunnungspuffer (En- 
lisstH, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdiinntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 100 ul EnlisstE gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu waschen. 

hn AnschluS werden 50 ul eines Gemisches aus anti-IgG/A/M konjugierten 
Goldpartikeln (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdiinnt in TBS, 0,08 % Gelatine, 0,5 % Albumin,' 
sowie anti-HbsAg konjugierten Goldpartikeln (Arista Biologicals, ABHBS-0500) 
in geeigneter Verdttnnung auf die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Gold- 
partikel konnen auch farbige, 100 bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet wer- 
den, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Wenn diese die Aufgabezone ver- 
lassen haben, wird die Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 ul En- 
lisstE gewaschen. 

Ergebnis: 

Der Test ist gtiltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone XII, Indikatorzo- 
nenbereich „Blutgruppenbestimmung«) ein deutlich positives Signal (Roter 
Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone VI, Indikator- 
zonenbereich ..Nachweis von Infektionsmarkern") charakteristisch pupurn (Gold- 
partikel) oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. Je nach 
Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene erscheinen an 
den entsprechenden Positionen rote Punkte (positiv) oder die fast weisse Hinter- 
grundfarbung der Membran (negativ). Bei Vorhandensein von AntikcJrpern gegen 
HIV-1, HTV-2, Syphilis bzw. von Hepatitis B surface Antigen (HBsAg) ist die 
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jeweilige Position durch das ftir Gold-Partikel charakteristische Purpur angefarbt 
und als puipurfarbene Punkte erkennbar. Wenn Polystyrolpartikel als Indikator- 
Partikel verwendet werden, ist die jeweiUge Position in der Faroe der verwendeten 
Polystyrolpartikel gefarbt. Im weitaus haufigsten Fall, namlich einer negativen 
Reaktion fur alle Infektionsmarker, wird nur die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indika- 
torzone VI, Indikatorzonenbereich „Nachweis von Infektionsmarkem") angefarbt. 



Beispiel 5: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Antikorpern 
gegen thrombozytare Antigene 

HersteUun g der TeststreifRtv 

Der grundsatzliche Aufbau und das Format der Teststreifen entspricht dem Test- 
streifenaufbau in Beispiel 4. Der Indikatorzonenbereich untergliedert sich in die 
Indikatorzonenbereiche ,,Blutgmppenbestirnmung" und Nachweis von Antikor- 
pern gegen thrombozytare Antigene". Es werden je 0,2 ul Punkte der folgenden 
Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) 
dispensiert: 

Indikatorzonenbereich „Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antige- 
ne" - Membranproteine von Thrombozyten der Blutgruppe 0 mit distinkten HPA- 
Antigenprofilen wie HPA Ibb3aa5bb und HP A Iaa3bb5aa sowie Anti-human 
IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als 
Kontrolle; Indikatorzonenbereich ..Blutgruppenbestimmung" - Anti-A Antikorper 
- Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B AntikQrper - Klon ES-4 (Sero- 
logicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper - Klone AB6, AB26, AB92 (Medion 
Diagnostics, 010062); Anti-D Antikorper - Klone LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti- 
CDE Antikorper - Klone MS-24/MS-201/MS 80/MS-258 (Serologicals), Anti- 
Erythrozyten Antikfirper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland, 
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209-4139). Als Alternative zu den Membranproteinen der Thrombozyten konnen 
auch rekombinante Antigene mit den entsprechenden Merkmalsauspragungen 
(HPA-Antigenprofile) aufgetragen werden. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches „Nachweis 
von AntikSrpern gegen thrombozytare Antigene" starlet mit Membranproteinen 
Antigenprofil HPA Ibb3aa5bb in Position x=4 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bin- 
dungselemente werden iterierend in Abstanden von x=3,5 mm/ y=2 mm zur Posi- 
tion der Indikatorzone I dispensiert. Die Bindungselemente der Indikatorzonen I 
und H werden in geeigneten Konzentrationen in 15 mM KaUumpbosphatpuffer 
pH 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikorper in einer Kon- 
zentration von 50 ug/ml in 15 mM Kahumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) 
Methanol dispensiert. 

Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,31ut- 
gruppenbestimmung" entspricht dem Beispiel 4. 

Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min 
bei 40°C getrocknet und anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur Test- 
durchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird ein mit der 
Membran urn 3 mm tiberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schlei- 
cher & Schull, 300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 
mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm tiber die gesamte 
Membranbreite von der tibrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen 
Test werden 100 ul unverdiinntes bzw. 1:3 bzw. 1:6 in Verdvinnungspuffer (En- 
UsstH, Medion Diagnostics oder Diluent 1, DiaMed) verdtinntes Blut in die Auf- 
gabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zwei- 
malig mit 100 ul EnlisstH gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der 
Membran zu waschen. 
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Im AnschluB werden 50 ul eines Gemisches aus anti-IgG/A/M konjugierten 
Goldpartikeln (20 bis 40 mn, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, 
CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt in TBS, 0,08 % Gelatine, 0,5 % Albumin auf 
die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel konnen auch farbige, 100 
bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab Fran- 
ce/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die 
Membran nochmals ein- oder zweimalig rait 100 pi EnlisstH gewaschen. 
Ergebnis: 

Der Test ist gilltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone DC, Indikatorzo- 
nenbereich ,31utgruppenbestimmung") ein deutlich positives Signal (Roter 
Punkt) zeigt und wenn die anti-IgG/IgM-Kontrolle (Indikatorzone m, Indikator- 
zonenbereich „Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene") cha- 
rakteristisch pupurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polysty- 
rolpartikel gefarbt ist. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen 
Blutgruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte 
(positiv) oder die fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Bei 
Vorhandensein von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene ist die jeweilige 
Position durch das fur Gold-Partikel charakteristische Purpur angefarbt und als 
purpurfarbene Spots erkennbar. Wenn Polystyrolpartikel als Indikator-Partikel 
verwendet werden, ist die jeweilige Position in der Farbe der verwendeten Po- 
lystyrolpartikel gefarbt. 
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Patentansprttche 



1. Vorrichtung zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen 
mehrerer Analyten in einer fliissigen Probe, umfassend eine Membran (2) mit 

- einer Aufgabezone (5) zum Auftragen der fliissigen Probe, 

- mindestens zwei Ihdikatorzonen, die mit dem/den Analyten in Wech- 
selwirkung treten kSnnen und 

- mindestens einem Absorptionsbereich (3), welcher die Flussigkeit nach 
Passieren der Indikatorzonen aufhimmt, 

wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone (5) und einem Absorpti- 
onsbereich (3) liegen, dadurch gekennzeichnet, dass 

die FUeBrichtungen von der Aufgabezone (5) durch die jeweiligen Indikator- 
zonen zu einem Absorptionsbereich (3) (FlieBspuren) im WesentUchen paral- 
lel sind und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren vorliegen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Indikatorzonen so angeordnet sind, 
dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone 
durchstromt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Indikatorzonen in einer diagonalen, 
V-, W-, M-, N-f8rmigen oder linearen Reihe angeordnet sind. 

4. Vorrichtung nach einem der Ansprttche 1 bis 3, wobei mindestens zwei Rei- 
hen von Indikatorzonen in FlieBrichtung hintereinander und/oder seitlich ver- 
setzt angeordnet sind und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen zuein- 
ander auf Lttcke angeordnet sind, so dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur 
nicht mehr als eine Indikatorzone durchstrSmt. 
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5. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 3, wobei mindestens zwei Reihen von Li- 
dikatorzonen in FlieBrichtung hintereinander und/oder seitlich angeordnet sind 
und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen zueinander nicht auf Liicke 
angeordnet sind, so dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur mehr als eine In- 
dikatorzone durchstrSmt. 



6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die Indikatorzonen An- 
tikSrper bzw. Antikorperfragmente, Lektine bzw. Fragmente davon, Antigene 
bzw. Antigen-Epitope und/oder Zellen bzw. Zellfragmente umfassen. 



. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Indikatorzonen ins- 
besondere Antikorper bzw. AntikSrper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene 
bzw. -antigen-Epitope und Membranen bzw. Zellfragmente von Blutgruppe 
Al, A2, B und/oder 0 Erythrozyten umfassen. 



. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Indikatorzonen ins- 
besondere Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene 
bzw. -antigen-Epitope und synthetische Peptide, rekombinante Antigene 
und/oder Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente gegen infektiose Marker um- 
fassen. 
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9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Indikatorzonen ins- 
besondere AntikSrper bzw. Antikorper-Fragmente gegen Blutgruppenantigene 
bzw. -antigen-Epitope und Fragmente von Thrombozyten und/oder Lympho- 
zyten umfassen. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die Membran (2) vor- 
zugsweise aus Polyethylen, Nitrozellulose oder Nylon, besteht. 
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11. Vorrichtung nach einem der Ansprttche 1 bis 10, wobei hinter der Aufgabezo- 
ne (5) und vor den Indikatorzonen auf der Membran (2) mindestens ein Dich- 
telement (4) angeordnet ist. 



12. Vorrichtung nach einem der Ansprttche 1 bis 11, wobei die Komponenten der 
Vorrichtung zur mechanischen Verstarkung auf eine Tragerschicht (1) aufge- 
bracht sind. 

13. Vorrichtung nach einem der Ansprttche 1 bis 12, wobei die Komponenten der 
Vorrichtung in einem Gehause integriert sind. 

14. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Ansprttche 1 bis 10 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfuhrung der Blutgruppenbestim- 
mung und Serumgegenprobe und/oder Antik6rpersuch-Test. 

15. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Ansprttche 1 bis 10 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfuhrung der Blutgruppenbestim- 
mung und des Nachweises von infektionsserologischen Markern bzw. Frag- 
menten davon. 

16. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Ansprttche 1 bis 10 zur Analyse 
von Blut, insbesondere zur simultanen Durchftthrung der Blutgruppenbestim- 
mung und des Nachweises von AntikQrpem gegen Blutzellen, insbesondere 
anti-Thrombozyten oder anti-Lymphozyten Antikorper, bzw. jeweils Frag- 
menten davon. 

17. Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivate in einer 
fltissigen Probe, umfassend: 

das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone (5) einer Membran (2) der 
Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Ansprttche 1 bis 13, wobei 
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diese Probe in ausreichender Menge vorliegt, urn die Probenfliissigkeit da- 
zu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich (3) durch die Indikator- 
zonen zu fliefien und urn die Analyten oder ihre Derivate in der Proben- 
flussigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikatorzonen einen Komplex zu 
5 bilden. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Analyte oder deren Derivate Blut- 
gruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, gegen Blutgruppenantigene gerichtete 
Antikorper bzw. Fragmente davon, gegen Thrombozyten- oder Leukozyten 

10 gerichtete Antikorper bzw. Fragmente davon oder gegen infektifise Agenzien 
gerichtete Antikorper bzw. Fragmente davon oder Antigene infektioser Agen- 
zien bzw. Antigen-Epitope sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, wobei die Analyte oder deren Derivate 
15 insbesondere Antigene bzw. Antigen-Epitope der Blutgruppensysteme ABO, 

Rh und Kell umfassen. 

20. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, wobei die Analyte oder deren Derivate 
insbesondere AntikSrper bzw. Fragmente davon gegen Thrombozyten 

20 und/oder Lymphozyten umfassen. 

21. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, wobei die Analyte oder deren Derivate 
insbesondere Antikorper bzw. Fragmente davon gegen bakterielle und/oder vi- 
rale Agenzien bzw. virale oder bakterielle Antigene bzw. Antigen-Epitope 

25 umfassen. 

22. Verfahren nach einem der Ansprttche 17 bis 21, wobei die flttssigen Proben 
vorzugsweise aus Vollblut, Blutzell-Konzentrat, Serum, Plasma und/oder 
Testflttssigkeit, beispielsweise Kontrollserum oder Kontrollzellen, bestehen. 

30 
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23. Verfahren nach einem der Anspruche 17 bis 22, wobei mindestens zwei Sor- 
ten Indikatorpartikel verwendet werden, von denen mindestens eine Sorte 
Erythrozyten sind. 

5 
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n . _ . „ 9. Juli 2003 

Prisma Diagnostika GmbH M100286 BUW/Kos/bra 



Zusammenfassung 



5 Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum gleichzeitigen, qualitativen oder 
quantitativen Bestimmen mehrerer Analyten in einer fltissigen Probe, umfassend 
eine Membran 2 mit 

- einer Aufgabezone 5 zum Auftragen der flttssigen Probe, 

- mindestens zwei Indikatorzonen, die mit dem/den Analyten in Wechselwir- 
10 kung treten konnen und 

- mindestens einem Absorptionsbereich 3, welcher die Fliissigkeit nacb Passie- 
ren der Indikatorzonen aumimmt, 

wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone 5 und einem Absorptionsbe- 
reich 3 liegen, dadurch gekennzeichnet, dass 
15 die FlieBrichtungen von der Aufgabezone 5 durch die jeweiligen Indikatorzonen 
zu einem Absorptionsbereich 3 (Fliefispuren) im Wesentlichen parallel sind und 
mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren vorliegen. 

Desweiteren betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung mehrer Analy- 
ten oder deren Derivate in einer fltissigen Probe, umfassend: 
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das Auftragen der Probe auf die Aufgabenzone 5 einer Membran 2 der Vor- 
richtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche 1 bis 8, wobei diese 
Probe in ausreichender Menge vorliegt, urn die Probenflussigkeit dazu zu 
veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich 3 durch die Indikatorzonen zu 
fiieBen und urn die Analyten oder ihre Derivate in der Probenfliissigkeit dazu 
zu veranlassen, in den Indikatorzonen einen Komplex zu bilden. 



Figur 1 
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